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論文内容要旨
 1背景】
 P責ui亡aryadenylaセecyclaseっctivatingpolypeptide(2ACAP)は,最初にヒツジ視床下部から単離同定され
 たセクレチン/グルカゴン/vasoactiveln亡estinaゆe凶de(ViP)ファミリーに分類されるペプチドである。
 PACAPは中枢のみならず末梢組織にも発現が認められ,様々な生理作用を示すことが報告されている。
 末梢組織の中でも,副腎髄質には高濃度の量ACAPの存在が確認されていることから,PACAPは,副腎
 髄質において重要な役割を果たしていると予測される、副腎髄質からのカテコールアミン(CA)遊離は,
 主に,交感神経節前線維の神経終末から放出されるアセチルコリン(AC甑)により調節されているが,
 ACh以外の物質によっても調節されることが報告されている.PACAPは強力なCA遊離刺激物質である
 こと,ラット副腎髄質にPACAPの結合部位が豊富に存在すること,副腎クロマフィン細胞を支配する
 PACAP様物質含有神経が存在することなどから,PA〔〕APは,副腎髄質CA遊離過程において,非コリ
 ン性神経伝達物質・修飾物質として機能している可能性が考えられる。
 そこで,本研究では,まず,A翻あるいはPACAPによる副腎髄質CA遊離機序を解明するため,ラッ
 ト摘出灌流副腎標本からのCA遊離に対する各種イオンチャネル遮断薬の効果を中心に検討を行った.
 さらに,副腎髄質CA遊離におけるA盤と艶CAPの連関を検討することで,神経性副腎CA遊離にお
 ける内因性EへCAPの役割を解明した。なお,副腎髄質から遊離されるエピネフリン(EP王)とノルエピ
 ネフリン(NE)は,それぞれ別々のクロマフィン細胞に貯蔵・分泌されることが知られている.そこで,
 本研究では,EPiとNEの遊離機構の差異にも着目し,個別解析を試みた。
 【方法)
 ベントバルビタール・ナトリウム(50mg/kg,i.p.)で麻酔した雄性Wist&r系ラットから摘出した左副
 腎を,経壁電気刺激用の双極白金電極の上に静置し,恒温容器内で逆行的に定流量灌流(200碑min)し
 た。経壁電気刺激は,白金電極を電気刺激装置に接続して行った。コリン作動薬およびPACAPの持続
 注入には,灌流システムの分枝に接続したマイクロインフュージョンポンプを用いた。他の薬物は灌流
 液(Krebs-Henseleit溶液)に添加して適用した。副腎から流出する灌流液中の狂P亙と甑を高速液体ク
 ロマトグラフィーを用いて分離し,電気化学検出器にて定量した、灌流液中濃度と灌流速度からEP玉お
 よびNEの流出量を算出した.
 【結果・考察】
 (1)副腎髄質CA遊離における電位依存性Ca2+チャネルの役割
 経壁電気刺激(HO騒z)あるいはACh(6-200μM),ニコチン受容体作動薬1,1-dimethy1-pheny1-pipe
 razi鍛ium(DMPP;5-40鮭M)、ムスカリン受容体作動薬メタコリン(MC互110-300昇M)の持続注入は,副
 腎からのEP1およびNE流出量を頻度依存的あるいは濃度依存的に増加させた.また,いずれの刺激に
 よるCA増加反応も,繰り返し刺激による再現性が確認された。ニコチン受容体遮断薬ヘキサメトニウ
 ム(10-100耳M)は,電気刺激によるCA流出量の増加を強力に抑制したのに対して,ムスカリン受容
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 体遮断薬アトロピン(0.3-3排M)は,部分的にしか抑制しなかった。一方,外因性A“によるCA流出
 量の増加をヘキサメトニウム,アトロピンはいずれも部分的に抑制した.これらの薬物による抑制の程
 度の違いから,EPi含有細胞のシナプス内には主にニコチン受容体が存在し,シナプス外にはムスカリ
 ン受容体が存在すること,NE含有細胞のシナプス内にはニコチン受容体が存在することが示された。L
 型電位依存性Ca2+チャネル(VDCC)遮断薬ニフェジヒ。ン(0.3-3μM)は,電気刺激,A“,DMPPに
 よる賛E流出量の増加を抑制した.また,D瓢PPによるEP1流出量の増加を抑制した。よって,ニコチ
 ン受容体を介したE鍔遊離およびNE遊離にL型V正)CCが関与していること,NE遊離過程において,
 その関与はより大きいことが示された.PIQ型VDCC遮断薬(ゆ一conotoxinMVIE(10-1000nM)は,電
 気刺激によるCA流出量の増加のみを抑制した.よって,PIQ型VDCCは,シナプス前部に存在して,
 CA遊離を制御している可能性が示唆された。また,N型VDCC遮断薬ω一conotoxinGV A(5-500nM)は,
 いずれの刺激によるCA流出量の増加にも影響を及ぼさなかったことから,N型VDCCは,CA遊離に
 関与していないことが示唆された.
 (2)副腎髄質CA遊離におけるK+チャネルの役割
 S臨。チャネル遮断薬アパミン(10-ioOnM)は,電気刺激およびDMPPによるNE流出量の増加を増
 強し,A“およびMChによるEPIおよびNE流出量の増加を増強した。よって,S輪。チャネルは,ニ
 コチン受容体を介したNE遊離およびニコチン受容体およびムスカリン受容体を介したEPI遊離を抑制
 的に制御していることが示された。また,BKc、チャネル遮断薬チャリブドトキシン(IOO一重000nM)が,
 電気刺激によるCA流出量の増加のみを増強したことから,B玲、チャネルは,シナプス前部に存在して,
 CA遊離を抑制的に制御している可能性も示唆された。さらに,K、チャネル遮断薬MCDpe画de(100-1000
 RM)および鞠チャネル遮断薬マルガトキシン(10-100nM)が,いずれの刺激によるCA流出量の増
 加にも影響を及ぼさなかったことから,KAチャネルおよびKvチャネルはCA遊離に関与していないこ
 とが示唆された。
 (3)PAC醗による副腎髄質CA遊離における電位依存性Ca2÷チャネルおよびアデニル酸シクラーゼの
役割
 PACAP(亙00nM)の持続注入は,灌流副腎からのEP1およびNE流出量を増加させた。これらのCA
 流出量の増加は,PACAPtype亙亙受容体遮断薬L㌣Ar-ViP(30,300nM)の影響を受けず,爵ACAPtypeI受
 容体遮断薬PACA鋳一38(30-3000nM)により濃度依存的に抑制された.Ca2+除去灌流液あるいはニフェ
 ジピン(0.3-3μM)は,PACAPによるCA流出量の増加を同程度に抑制したが,CA流出量増加反応の約
 50%が残存した。一方,N型およびPIQ型VDCC遮断薬には作用が認められなかった.また,アデニル
 酸シクラーゼ阻害薬MDL-12,330A(iHOOμM)は,PACAPによるEPi流出量の増加を減弱させたが,
 NE流出量の増加には影響を及ぼさなかった。さらに,ニフェジピンとMDL-12,330Aの同時適用は,相
 加的な抑制作用を示した。以上の結果から,ラット副腎において,PACAPはPACAP ypd受容体に作
 用してCAを遊離させること,その過程には,細胞外Ca2一の流入に依存する経路と依存しない経路が
 存在し,前者はL型VDCCの開口を介することが示された。また,アデニル酸シクラーゼの活性化が
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 PACAPによるEPI遊離にのみ関与していることが示唆された、さらに,アデニル酸シクラーゼの活性化
 とL型VDCCの開口は,それぞれ独立して機能していると推察された.
 (4)PACAPによる副腎髄質CA遊離におけるKl・チャネルの役割
 アパミン(10-1000nM)は,PACAPによるCA流出量の増加を増強した、この増強作用は,ニフェ
 ジピン(3μM)存在下では観察されなかった。一方,チャリブドトキシン(HoOnM)は,NE流出量
 の増加を増強したものの,EPI流出量の増加には影響を及ぼさなかった。以上の結果より,ラット副腎
 において,SKc、チャネルはL型VDCCを介したCa2+流入を低下させることにより,PACAPによるCA
 遊離を抑制的に調節していること,BK⊂、チャネルはPACAPによるNE遊離を抑制的に調節しているが,
 EP1遊離には関与していないことが示唆された。また,MCDpep†ide(10一玉000nM)およびマルガトキシ
 ン(10-1000nM)はPACAPによるCA流出量の増加に影響を及ぼさなかった.よって,K。Aチャネルお
 よびKvチャネルは,PACAPによるCA遊離に関与していないことも明らかとなった.
 (5)副腎髄質CA遊離の神経性調節における内因性PACAPの役割
 PACAP6-38(30-3000nM)は,電気刺激によるCA流出量の増加を抑制したが,AChによるCA増加
 には影響を及ぼさなかった。また,自発性CA流出量に影響を及ぼさない濃度の踏CAP(0.3-3nM)は,
 AChによるCA流出量の増加を増強した、これらの結果から,副腎髄質を支配する交感神経節前線維か
 らPACAPが放出され,シナプス後膜のPACAP{ygel受容体に作用することにより,A儲によるCA遊
 離を促進的に調節していることが示唆された.
 1結論】
 PACAPは副腎において,AChによるCA遊離作用を促進的に調節する非コリン性神経伝達調節物質と
 して機能していることが示唆された。また,A“ならびにPACAPによる副腎髄質からのEP亙およびN狂
 遊離メカニズムはそれぞれ異なっており,これらの遊離メカニズムの相違が,生体の要求に応じて,そ
 れぞれのCAを選択的に供給する一つの要因となっている可能性が窺われた.
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 審査結果の要旨
 副腎髄質から遊離されるカテコールアミンは,各臓器に分布する交感神経系と協調して,血行動態な
 どの生理的調節に関わっている。副腎からのカテコールアミン遊離は,主にアセチルコリンにより調節
 されているが,非コリン性神経伝達(調節)物質によっても修飾を受けている。本研究では,このよう
 な調節物質の一つとして生体内ペプチドであるpi蝕itaryadeηylatecyclase-activatingpolypepti6e(費ACAp)
 に注目して,ラット灌流副腎からのカテコールアミン遊離におけるPACAPの役割を検討し,艶CAPが
 副腎カテコールアミン遊離を促進的に制御する神経伝達調節物質として機能していることを示した。
 本論文では初めに,古典的神経伝達物質であるアセチルコリンによる副腎カテコールアミン遊離にお
 けるカルシウムチャネルおよびカリウムチャネルの役割を明らかにするとともに,副腎から遊離される
 エヒ。ネフリンおよびノルエピネフリンが,それぞれ異なる遊離機序を介して制御されている可能性を示
 した。また,PAC鰻による副腎エピネフリン遊離には,電位依存性L型カルシウムチャネル活性化とア
 デニル酸シクラーゼ活性化がそれぞれ独立した経路で関与していること,S玲。チャネルが関与している
 ことを示した.一方,撚C鯉による副腎ノルエピネフリン遊離には,電位依存性L型カルシウムチャネ
 ルおよびSKc。チャネル,B臨、チャネルが関与していることを示した。さらに,神経性刺激を擬似的に
 再現している経壁電気刺激による副腎カテコールアミン遊離を貼CAPtype互受容体遮断薬が抑制するこ
 と,単独ではカテコールアミン遊離を引き起こさない低濃度のPACAP存在下においてアセチルコリン
 によるカテコールアミン遊離が増強されることなどから,PACAPが副腎カテコールアミン遊離における
 神経伝達調節物質として機能していることを明らかにした。
 本研究の知見は,生体内ペプチドの一つであるPAC醒が副腎髄質からのカテコールアミン遊離を調
 節する神経伝達調節物質として機能していることを示すとともに,副腎髄質からのエピネフリン,ノル
 エピネフリン遊離がPAC醒によりそれぞれ異なる機序で制御されていることを示唆した重要な研究で
 あると言える。
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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